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論文内容要旨
 メチルマロン酸血症(MMA)はその原因酵素であるメチルマロニルCoAムターゼ(MCM)
 の活性低下により体液中に大量の有機酸が蓄積する先天性代謝異常症である。MCMは77.5KDa
 の分子量を示すミトコンドリアマトリックスの酵素であり,MCMcDNAはすでにJansenらに
 よりクローニングされ,その欠損症においてすでにいくつかのアミノ酸置換をともなう遺伝子変
 異が同定されている。しかしながらノザン解析によってmRNAが著明に低下している症例につ
 いては,これまで遺伝子変異の同定がなされていない。今回MCMmRNAの低下している2症
 例についてノザン解析および遺伝子増幅法(PCR)と蛍光フラグメントアナライザーを組み合
 わせ,さらに塩基配列の解析によって遺伝子変異を検索した。まず蛍光色素で標識したMCM
 増幅用のプライマーとβアクチン増幅用プライマーによって,PCRを行った後電気泳動しDNA
 断片の蛍光量よりβアクチンmRNAに対するMCMmRNAの相対量を求め,その比を対数表示
 した。正常対照に比して,症例におけるmRNAはLO%以下であった。次に二段階PCRを用い
 てmRNAを増幅し,プラスミドベクターにサブクローニングしたのち塩基配列を決定した。患
 者#347より1塩基置換(G425T)が,また患者#359において同じG425丁変異と2塩基欠失が
 認められた。これらの症例におけるmRNAの低下は新たな停止コドンが蛋白翻訳領域の途中で
 出現するためにmRNが不安定化したためと考えられた。G425丁変異は制限酵素MboIIにより
 容易に同定できるので他の日本人MMA症例について検索した。16症例32の対立遺伝子のうち
 7っの対立遺伝子がこの変異を有していた(22%)。従来mRNAが著明に低下している症例に
 おいては遺伝子構造からの塩基配列の情報をもとにすべてのエキソンを増幅し遺伝子変異の解析
 を行うことが必要と考えられてきたが,今回の研究で示したように,二段階PCR法によって,
 微量のmRNAを解析することにより迅速に遺伝子変異を同定することが可能であった。また,
 今回同定されたG425丁変異は,日本人MMA症例において頻度の多い変異の一つと考えられた。
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 審査結果の要旨
 本論文はメチルマロン酸血症2例の遺伝子解析を行い,mRNAの低下を来す新しい2塩基欠
 失とナンセンス変異の2種類の変異を見いだした論文である。
 これまで,メチルマロン酸血症の変異解析は白人の4例のみであり,しかも,mRNAが正常
 に発現している,解析が容易な症例であった。この点申請者の解析した2症例はいずれもノーザ
 ンブロットでmRNAが検出できないものであり,従来mRNAからの変異解析が不可能と考え
 られていた例である。申請者は患者由来mRNAレベルを蛍光フラグメントアナライザーで定量
 し,正常の1/100以下ではあるが極微量に存在することを明らかにし,RT-2段階PCR法を導
 入することによってcDNAの増幅が可能であることを明らかにした。PCR産物の塩基解析によっ
 て,425番目の塩基GがTに変わる変異(G425丁変異;117番目のグルタミン酸が終結コドンに
 変わる)と769番目と770番目の塩基が欠失し,C末端から508番目のアミノ酸が終結コドンに
 なる2種類の変異を見いだした。前者のG425丁変異はそれによって制限酵素MboII部位が消失
 することから検出が容易である。日本人症例16例についてG425丁変異の有無を検討したところ
 6例に検出され,日本人に高頻度変異に見いだされる変異であった。
 以上にみる如く本研究はmRNAの不安定化をもたらす新しい変異を見いだしたこと,微量
 mRNA解析にRT-2段階PCRの導入したこと,日本人で高頻度に見られる変異を同定し,遺伝
 子診断への有用性を明らかにしたこと,など学位にふさわしい内容を含む論文と考える。
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